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(57) Abstract 

Method for analyzing DNA sequences. It comprises the fixing at one of the ends of such DNA a ribonucleotide car- 
rying a molecule covalently fixed and carrying a modification group which may be coupled with an enzyme, allowing a 
further visualization thereof in presence of a terminal DNA transferase, treating said DNA with different chemical agents 
allowing to operate differential cleavages within such DNA at the basis, which are also of respectively distinct natures, col- 
lecting and separating the DNA fragments carrying the visuaUzable groups in a system allowing to sort them by the size* 
and determining the unmodified terminal nucleotides of said DNA fragments, considering the nature of the chemical 
agents used for the cleavage at their respective levels. 

(57) Abrege 

Precede d'analyse de sequences d'un ADN. II consiste a fixer a Tune des extremites de cet ADN un ribonucleotide 
portant une molecule fixee de facon covalente et portant un groupe de modification couplable avec une enzyme, permet- 
tant leur visualisation ulterieure en presence d'un ADN terminal transferase, i traiter cet ADN avec des agents chimiques 
distincts permettant d'operer des ciivages differentiels au sein de cet ADN au niveau de bases, egaiement de natures res- 
pectivement distinctes, a recueillir et a separer les fragments d'ADN portant les groupes visualisables dans un systeme per- 
mettant de les trier par ordre de tallies, et a determiner les nucleotides terminaux non modifies de ces fragments d'ADN, 
eu egard a la nature des agents chimiques utilises pour ie clivage 4 Ieurs niveaux respectifs. 
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Fragments d'ADN marquis a l'une au moins de leurs extr§- 
mites par des ribonucleotides modifies reconnaissables 
par des molecules affines et procede pour realiser une 
analyse de tels fragments d'ADN. 



L' invention est relative a - des fragments d'ADN 
marquSs a l'une au moins de leurs extremitis par des frag- 
ments de nucleotides modifies, plus particuli§rement de 
ribonucleotides modifiis reconnaissables par des molecules 
5 affines, et §. un proc€d§ pour realiser une analyse de se- 
quence de tels fragments. 

Parmi les techniques d 1 analyse des sequences 
de nucleotides contenues dans un ADN, on mentionnera S 
titre principal la mdthode dite de MAX AM & GILBERT (Proc. 

10 Natl. Acad. Sci. USA, vol. 7*», N° 2, pp. 560-564, fevrier 
1977), methode qui consist e a - soumettre 1' ADN a analyser, 
a des reactions de clivages dif ferentiels au niveau des 
bases guanine et adenine, a des clivages a" proportions 
egales au niveau des bases cytosine et thymine et enfin 

15 I des clivages au niveau des seules bases cytosine. Cette 
methode implique cependant que 1' ADN itudie ait auparavant 
etg marque" I l'une de ses extremites par un marqueur radio- 
actif, notamment le 32 P, d'ou la possibility, apr§s sepa- 
ration des fragments obtenus apr§s les susdites operations 

20 de clivage, notamment par glectrophor§se sur un gel de 

polyacrylamide, de reconstituer la sequence d ' enchainement 
des differents nucleotides dont etait initialement consti- 
tue 1' ADN etudie, plus particulierement a partir des 
images autoradiographiques qui peuvent etre formees sur un 

25 film impressionnable applique" sur le gel. 

Les difficultes qu' implique la revelation auto- 
radiographique des produits des clivages sur la plaque de 
gel sont bien connues . En raison de la diffusion du rayon- 

( OMPI 
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nement des isotopes marques dans toutes les directions de 
l'espace, une resolution satisfaisante des differentes 
bandes de migration dans le gel suppose l r utilisation de 
- plaques extremement minces- En general, I'epaisseur de 
5 ces plaques ne depasse pas 0 3 3 mm d'epaisseur. ^utilisa- 
tion de plaques de gel plus epaisses entraxnerait une di- 
minution rapide du pouvoir de resolution du procede auto- 
radiographique . L ! utilisation de la radioactivite en 
elle-meme n f est pas non plus sans dangers. 
10 L 1 invention a pour but de remedier a ces dif- 

ficulty, notamment de fournir un procede de modification 
des ADN dont la sequence doit etre etudiee, rendant plus 
aisee la detection ulterieure des fragments d 1 ADN suscep- 
tibles d'etre obtenus par un procede d T analyse de sequences 
15 (tel qu f il a ete. rappele plus haut, ou par tout autre pro- 
ced§ susceptible de conduire S des resultats analogues). 

L'ADN modifie selon I'invention est caracterise 
par le fait qu'un oligomere de ribonucleotides modifies, 
de preference un ribonucleotide modifie unique, est fixe 
20 5 l f une au moins*de ses extremites, la modification du ri- 
bonucleotide lui-meme consistant en une molecule chimique 
fixee de fagon covalente 3 ce ribonucleotide et portant au ' 
moins un groupe non engage dans la liaison covalente sus- 
dite et couplable direct ement ou indirect ement avec une 
25 molecule ou un produit ayant une af finite specif ique pour 
ce groupe et permettant par consequent la reconnaissance 
selective de 1 T ADN modifie. 

En particulier, ce groupe permet une liaison 
affine chimique ou immunologique avec une molecule ou un 
30 produit lui-meme directement revelable ou susceptible 

d'etre. revele 3. son tour par couplage avec un autre pro- - 
duit revelateur. En outre, ce groupe est tel qu T il ne 
modifie - pas la capacite de ce ribonucleotide 5 etre fixe 
a l'extremite d'un ADN, en presence d'une ADN-transf erase 
35 terminale, lorsqu T il est mis en contact avec cet ADN, dans 
des conditions permettant la fixation d f un ou de plusieurs 
ribonucleotides sur cette extremite. 

L T invention concerne egalement un procede pour 
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abtenir un tel ADN modifie, ce procede consistant a traiter 
1 T ADN a etudier avec un tel ribonucleotide modifie, en pre- 
sence ,d T au moins celui des ribonucleotides normalement sus- 
ceptible de s f apparier dans un ADN avec le ribonucleotide 
5 en question, porteur ou non d T un tel groupe de modification, 
et d'une ADN-terminale transferase, le cas echeant, et lors- 
que le produit de fixation S 1' extremity de l 1 ADN rSsultant . 
' de ce traitement consiste en un oligomere de nucleotides mo- 
difies, a eliminer les ribonucleotides modifies de cet even- 

10 tuel oligomere, a l'exception du ribonucleotide directement 
fixe au deoxyribonucleotide terminal d'extremite de 1 T ADN 
en question- Cette elimination est de preference faite au 
raoyen d T une base alcaline, notamment de la soude, dans des 
conditions permettant la sgparation des liaisons que forment 

15 entre eux les ribonucleotides dans ce fragment d T oligomere. - 
On peut obtenir de fagon en soi connue, a partir 
d T un ADN portant a ses deux extrgmites des ribonucleotides 
eux-memes modifies, comme defini ci-dessus (ou S partir d r un 
ADN n T en portant qu'S I'une de ses extremites ) , des fragments 

20 d'ADN plus petits, soit -par action d f agents chimiques susceptibles 
de provoquer des clivages, notamment au niveau de nucleo- 
tides determines, soit, de preference, par action d'en- 
donucleases, notamment d r enzymes de restriction appropriees, 
dans la mesure oil 1 T ADN correspondant comporte le site de 

25 restriction correspondant. 

Le traitement de ce' fragment d f ADN avec plusieurs 
enzymes de restriction permet, par recuperation des diffe- 
rents fragments marques £ la meme extremite, 1 T etablissement 
eventuel d'une carte de restriction de cet ADN. 

30 Lorsqu'S une certaine enzyme de restriction cor- 

respond un site de restriction unique, le traitement dudit 
fragment d T ADN par cette enzyme permet 1'obtention de frag- 
ments de longueur determinee, se pretant §. une analyse de la 
sequence des deoxy ribonucleotides dont ils sont formes. 

35 En effet, 1' invention concerne aussi, dans I'une 

de ses applications pre v:'rees , un procSde comprenant les 
etapes qui consistent a traiter un ADN ainsi marque a I'une 
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de ses extremites par un ribonucleotide modifie comme 
ci-dessus defini, avec des agents chimiques permettant 
d'op^rer au sein de cet ADN des clivages diff erentiels 
au niveau de certaines bases, notamment celles qui ont 
5 ete decrites par MAX AM & GILBERT dans 1' article deja 

mentionne plus haut, a recueillir et S separer des frag- 
ments d 1 ADN dans un systeme permettant de les trier 
par ordre de tailles , et a les^ f aire reagir avec des 
reactifs permettant la realisation d'un couplage des 

10 groupes chimiques portes par les ribonucleotides ter- 
rainaux de ceux des fragments qui en portent , avec une 
molecule 6u un produit ayant une affinite selective §. 
l*egard du groupe chiraique de modification desdits 
ribonucleotides terminaux. 

15 * I<es ribonucleotides modifies fixes a l r extre- 

mity des ADN concernes sont principalement derives : 

- de l'acide adenosine 5* -triphosphorique (ATP), 

- de I'acide guanosine 5 f -triphosphorique (GTP), 

- de l T acide cytidine 5 1 -triphosphorique (CTP) et 
20 - de l T acide uridine 5 f -triphosphorique (UTP). 

Le groupe chimique lie de fa$on covalente a 
ces ribonucleotides peut revetir les formes les plus 
diverses, des lors qu'il possede un groupe permettant 
son couplage avec des substances affines permettant sa 

25 revelation, de preference sous forme directement visua- 
lisable, et qu T il n'empeche pas une ADN-transf erase 
terminale d f assurer la fixation des ribonucleotides 
modifies obtenus aux extremites d r un ADN. 

Parmi les groupes chimiques preferes suscep- 

30 tibles d'etre fixes sur les bases des susdits ribonu- 
cleotides, on mentionnera tout groupe susceptible 
d'etre reconnu specif iquement par une autre molecule ou 
par un produit, lui-meme aisement detectable, de pre- 
ference par une methode de visualisation- 

35 Cette autre molecule ou cet autre produit 

consiste par exemple en une enzyme, dont la presence 
peut etre revelee par faction qu'elle est susceptible 
d'exercer sur un substrat, de preference un substrat 
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dormant lieu a des reactions de coloration ou de decolora- 
tion, ou plus generalement encore de modification de 
spectres d f absorption respectivement decelables par colo- 
■ rimetrie ou spectrophotometrie . On peut naturellement 
5 avoir recours a des molecules ou produits donnant lieu a 
des reactions de fluorescence, a des modifications de den- 
site optique, etc., par exemple des produits comprenant 
des groupes * derives de 1 'aminof luorene, du chlorure de 
dansyle, de la rhodamine, etc.. 
10 Parmi les groupes de modification appropries, on 

mentionncra les groupes chimiques dont est connue l f af fi- 
nite pour up autre type de molecule chimique . Parmi ces 
groupes de modification chimique , on peut mentionner la 
biotine ou I'avidine, dont on connait les affinites reci- 
15 proques, les groupes derives de I'une de ces molecules 

pouvant servir § la modification du ribonucleotide choisi 
et 1* autre de molecule couplable avec un reactif marque 
par.une enzyme ou susceptible d T etre fixee& une enzyme, 
. par exemple dans les conditions decrites dans le brevet 
20 n° 78 10975 de 1 T INSTITUT PASTEUR depose le 13 avril 1978. 
Ce reactif consiste par exemple en un anticorps specifique 
dirige contre le groupe de modification ou en une molecule 
ayant une affinity specifique pour ledit groupe de modifi- 
cation. 

25 Parmi les groupes de modification utiles du ribo- 

nucleotide initial, figurent egalement des antigenes ou 
hapt§nes susceptibles d'etre reconnus par des anticorps 
prgalablement formes contre ces antigenes ou contre ces 
haptSnes, plus particulierement lorsque ceux-ci ont et§ 

30 fix§s au prealable sur une macromolecule support, telle 
qu'une serum-albumine ou un polypeptide, par exemple une 
polylysine. Parmi ces antigenes ou haptenes, on peut citer 
la biotine et l f avidine elles-memes, des groupes acetyl- 
aminof luorene, des peptides, hormones ou prostaglandines , 

35 notamme.nt ceux auxquels correspondent des antiserums ou 
anticorps specif iques, des lectines, dont est connue la 
capacity a etre couplees a des enzymes permettant leur re- 
velation, notamment des peroxydases, 8-galactosidases, 
etc... De tels scrums ou anticorps sont disponibles dans 
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le commerce. 

Mais la molecule ou le produit presentant des 
caracteristiques d'af finite vis-a-vis du groupe de modi- 
fication susdit, sert eventuellement aussi seulement de 
5 relais vis-i-vis d T une autre molecule ou d f un autre pro- 
duit susceptible d'etre visualise a son tour, notamment 
dans les conditions sus-indiquees ; par exemple le pro-, 
duit presentant les caracteristiques d f af finite, vis-a- 
vis du groupe de modification susdit, est constitue par 
10 un anticorps lui-meme non marque, mais reconnaissable a 
son tour par des anticorps contre lui-meme, ces derniers 
anticorps etant eux-memes couples a 1 T enzyme susceptible 
d r agir sur un substrat specifique, dans les conditions 
classiques en matiere de dosage iimnunoenzymatique . 
15 D'une fag on ginerale, le groupe de modification 

du ribonucleotide est constitue par toute molecule ou 
produit chimique fixable sur un ribonucleotide et ensuite . 
detectable dans les conditions qui ont ete indiquees, 
dans la mesure oil il ne perturbe pas la capacite du nucle- 
20 otide modifig obtenu a etre attachi a 1'extrSmite d f un 
ADM, sous l f action d'une ADN- transferase terminale ; 
cette propriety est egalement a la base du test de recon- 
naissance qui permet d f en constater la realite, savoir la " 
visualisation effective, notamment dans les conditions. 
25 sus-indiquees, d f un fragment d 1 ADN determine porteur a 
l f une au moins de ses extremites du ribonucleotide modi- 
fie par la molgcule ou produit etudie, dans la mesure ou 
un tel ADN transforme aura ete forme, §. 1 T issue de la re- 
action du fragment d f ADN correspondant avec le ribonucle- 
30 otide modifie, en presence d'une ADN-transf erase terminale 
dans des conditions permettant normalement la fixation 
du meme ribonucleotide non modifie ou d'un oligomere de 
tels ribonucleotides, S l f une au moins des extremites de 
ce fragment d T ADN . 
35 Lorsque le ribonucleotide initial est constitue 

par I'ATP, le groupe de modification chimique sus-indique 
est fixe sur la position 6, de preference 8, du groupe 
adenine . 
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Cette fixation intervient avantageusement par 
I'intermediaire d'un bras du type -NH-(CH 2 > x -x, ou 
-CO-(CH 2 ) x -X 3 dans lequel x varie de 2 a 20, notamment 
de 6' a 12, et X est un groupe assurant la liaison entre 
5 un groupe M, choisi parmi ceux qui sont susceptibles 
d'une reaction de liaison avec un agent chimique ou 
immunologique ayant une affinite selective pour ce 
groupe* Les groupes CH 2 du bras susdit peuvent en partie 
etre remplaces par des groupes. CO ou NH 5 a condi- 
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tion naturellement que ces groupes de remplacement ne 
soient pas adjacents a des groupes identiques* 

Par exemple, si l f on considere le cas de la 
"modification du groupe adenine de l'ATP en sa position 
5 8, le ribonucleotide modifie obtenu peut etre repre- 
sents par la forraule (cas d'un bras du type 
-NH-(CH 2 ) x -X-) : 



10 



15 




dans • laqueile R est un groupe triphosphate, x, X et M 

20 

ont les significations sus-indiquees . Avantageusement, 
le groupe X est constitue par un groupe NH ou CO. 

Un procedg pour fabriquer le derive de for- 
mule I, par exemple § partir de l r ATP prealablement 
brome en position 8, consiste £ le faire reagir dans les 

2 -> conditions appropriees, avec un compose de formule 

H 2 N-(CH 2 ) x -X-Y, dans lequel Y represent e un radical au- 
quel sera ensuite substitue le groupe M susdit, notam- 
ment par la mise en oeuvre d T une reaction de condensa- 
tion avec une molecule MZ, au cours de laqueile _est 

30 alors forme le produit de condensation de formule I, 
avec liberation d f une mol§cule Y-Z* 

Lorsque le groupe X est NH, Y est avantageuse- 
ment de l'hydrogene. Lorsque X est CO, Y est avantageu- - 
sement un hydroxyle. Z peut etre constitue par tout 

35 groupe susceptible d'etre detache de M dans la susdite 
reaction de condensation, par exemple le fluor lorsque 
la molecule chimique donneuse du groupe recherche est 
le fluoro -l-dinitro-2,4 benzene, ou un hydroxyle 
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ou de l'hydrogene dans le cas d'un peptide. Dans ce 
dernier cas, la fixation de ce peptide a l f extremite 
du bras susdit peut, lorsque le groupe XY est consti- 
tue par un groupe NH 2 ou COOH, etre effectue par la 
5 mise en oeuvre de reactions de couplage, tradition- 

nelles dans la chimie des proteines, entre groupes car- 
boxyle et amine, respectivement portgs par les deux 
elements peptidiques distincts a coupler, par exemple 
par condensation en presence d'un agent de condensation, 
10 tel que le dicyclohexyl-carbodiimide ou apres formation 
prealable d T un ester active a la fonction carboxylique 
de celui de ces deux ilSments peptidiques qui le 
portent . 

La position 8 sur le cycle adenine de l'ATP 

15 ne constitue gvidemment pas le seul point sur lequel 

peut se brancher une chaine porteuse d'un groupe de mo- 
dification tel qu f il a ete defini plus haut . A titre 
d f exemple, on peut egalement substituer l f un des atomes 
d\hydrogene porte par le carbone en position 6 du cycle 

20 adenine par une chaine porteuse de ce groupe. A titre 

d T exemple, on mentionnera la possibilite de substitution 
qui consiste a faire reagir "avec 1 T ATP de l f acide iodo- 
acetique ou un acide organique iode equivalent, permet- 
tant la formation prealable d f un sel quaternaire, fai- 

25 sant intervenir I 1 azote en- position 1, sel qui se trans- 
forme ensuite par chauffage en milieu basique a 35°C, a 
pH legerement basique, notamment a pH 8, pendant le 
temps suffisant, par exemple 72 heures, en un produit 
de substitution de l'un des hydrogenes du groupe NH 2 

30 fixe sur le carbone en position 6 du groupe adenine 

(reaction du type connu sous l f expression "rearrange- 
ment de Dimroth" ) . 

On obtient alors (lorsque 1 T acide organique 
iode est constitue par 1 T acide iodoacetique) le compo- 

35 se de formule II ci-apres : 
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NH-CH,-C00H 

I 



OH OH 



(ID 



15 



20 



25 



30 



35 



Ce compose peut ensuite etre transf ormS, par 
reaction avec le compose de formule H 2 N-(CH 2 ) x -X-Y deja 
defini plus haut, dans des conditions permettant la 
liaison chimique entre le groupe carbonyle initialement 
contenu dans le groupe carboxyle dans le compose de 
formule II et le groupe imino appartenant initialement 
3. la fonction aminee du compose H 2 N-(CH 2 ) x -X-Y 3 lequel 
peut alors etre couple I son tour avec un compose de 
formule MZ, dans les conditions qui ont deja ete defi- 
nies plus haut- 

II va de soi que tous les Elements qui pre- 
cedent ne visent qu'sl illustrer des modes de prepara- 
tion* particuliers qui permettent de fixer sur I'ATP 
un groupe de modification choisi parmi ceux auxquels 
correspondent des molecules af fines, comme cela a ete 
defini plus haut. 

On peut de fag on analogue fabriquer des de- 
rives du GTP, les groupes de modification chimique sus- 
definis etant alors fixes dans des conditions ana- 
logues sur la position 2 ou de preference 8 du groupe 
guanine du GTP. Les memes mecanismes de reaction sont 
normalement applicables. 

De merae, on peut mettre en oeuvre, dans les 
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applications pr§ferees qui ont €t§ indiquSes, de l'UTP 
ou du CTP modifie" par un groupe chimique repondant aux 
conditions sus-indiquees , en ayant cependant recours au 
procSde tout a fait different decrit dans 1' article de 
P.R. LANGER et al (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 78, 
No. 11, p. 6633-6637, novembre 1981). 

D'autres caractSristiques de l l invention ap- 
paraitront encore aucours de la description d'exemples 
de mises en oeuvre prefgrges de 1' invention. 

Preparation du 8- C-N-(dinitro-phenyl) -amino-hexyl]- 
aminoadenosine 5 ' rtriphosphate . 

On fait reagit du 8- (aminohexyl) -aminoadeno- 
sine 5' -triphosphate ave.c du f luoro-l-dinitro-2 , H-benzene , 
au sein d'un melange eau-ethanol .10 /l volumes %, a. 
pH 8,8, a 40°C, et en presence -d'un sel, notamment 
chlorure,de magnesium. Le produit de reaction finale- 
ment obtenu a pour formule : 



20 



25 




-NH-(CH 2 )g -NH 




* (III) 



30 On r§cupere le derive de formule lil, ci- 

apres denomme ATP-DNP, apres une purification comprenant 
la fixation du ribonucleotide sur DEAE cellulose , elu- 
tion avec un gradient de LiCl 0,2 N, pH 5>5, a LiCl 
0,5 K, pH 2 et filtration sur tamis moleculaire du 

35 type SEPHADEX G50. Lc rendement rcactionncl est de 

52 %. Les fractions recueillies sont analysees par spec- 
trophotometrie d T absorption de rayonnements- de Ion- 
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gueurs d'onde de 280 et 360 nanometres rcspectivement . 
On recueille celle des fractions dont les densites op- 
tiques dans les deux susdits domaines de longueurs 
d f onde sont dans un. rapport ( D °28o^ D °3^0^ ^ gal a 4. Le 
5 produit contenu dans cette fraction correspond a celui • 
resultant de la fixation de 1 mole de DNP sur 1 mole 
d r ATP. II ne donne egalement qu'une tache dans un sys- 
tenre de chromatographie en couche mince, Le produit de 
cette fraction est lyophilise. 

10 Ce produit presente la caracteristique d'etre 

reconnu par des anticorps formes au prealable & l r egard 
de dinitro-2,4 benzene, qui avadt prealablement ete 
fix& sur un support inacromoieculaire du type de la 
serum-albumine. Des anticorps de ce type sont par 

15 ailleurs disponibles dans le commerce. 

Preparation du 8-(N-biotinyl-aminohexyl)-aminoadenosine 
5 T -triphosphate . 

On condense du 8- (aminohexyl) -amino-adenosine- 
s' -triphosphate avec le biotinyl-N-hydroxysuccinimide- 
20 ester, dans les conditions dicrites par LAN6ER et al, 
telles qu^ppliquees £ la fabrication du biotinyl-UTP 
& partir de la 5-(3-amino)allyluridine. On obtient 
alors le compose de formule : 
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Fabrication d'un ADN marque a ses extremites par des 
ribonucleotides modifies . 

. 600 micromoles d'ATP-DNP et 10 micro- 
grammes d'un fragment d'ADN comportant 500 paires de 
5 bases sont mis a re-agir en pr§sence de 30 unites 
. d f ADN- terminal- transf eras e a 37° C et 
pendant 24 heures, au sein d'une solution tampon, dont 
la composition est la suivante (volume final 200 microlitres) : 
cacodylate de potassium : 100 mM 
10 serum d'albumine bovine : 1 mg/ml 

dithiothreitol : 1 mM 

chlorure de cobalt : 1 mM 

L' ADN retenant a ses extremites des groupes ATP- 
DNP est purifie, par passage de la solution sur une 
15 . colonne du tamis molSculaire commercialise sous la 

marque SEPHADEX G 50. - . - 

Une goutte de cette fraction est deposee sur 
un f iltre de cellulose. Apres sechage du filtre, on met 
celui-ci au contact d'une solution d'anticorps anti- 
20 DNP de lapin. L f anticorps non fixe est rince. Le filtre 
est ensuite mis au contact d'une solution d'anticorps 
de lapin liee £ de la peroxydase. Apres ringage de 
1'exces d'anticorps non fixe, on revele la presence 
d'anticorps fixes sur le filtre avec une solution d'un 
25 substrat pour la peroxydase. Cette solution contient : 

- de 1'eau oxygenee : 10 \il d f Hg0 2 a 110 volumes, 

- de l'acetate de potassium : 9^5 ml 0,05 M, pH 5 3 1, 

- du carbazole :2 mg pour 0,5 ml de N-N f -dimetbylformardde. 

La presence de 1 'anti-anticorps de lapin sur 
30 le filtrat.est alors revele par la formation d'un preci- 
pitebrun rouge. 

La sensibilite de la methode est telle qu'elle 
permet de detecter des quantites extremement faibles 
d'ADN, notamment 380.10"^ picomoles . 
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Application des ADN modifies conformed a 1' invention a 
1' analyse des sequences de dgoxynucleotides qui les 
constituent . 

Les premieres etapes de la methode permettant 
l'analyse. des sequences de nucleotides contenus a l'in- 
terieur d'un ADN determine a double-brin sont schemati- 
sees ci-apres . 
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L' ADN initial (1) est schematise par deux 
traits paralleles comportant 1' indication des extremi- 
35 tes respectives 3' 3 5' de chacun des brins de cet ADN. 

Par reaction avec I'ATP-DNP, en presence 
d'ADN-terminale-transf erase, on obtient le fragment 



WO 83/02277 



PCT/FR82/00223 



d f ADN modifie representee en (2), dont les extremites 
3 1 portent des oligomeres d'AMP-DNP (trois motifs 
AMP-DNP par oligomere, dans le cas de l f exemple consi- 
dere ; avec AMP designant les elements derives du . 
5 ATP-DMP apres l f elimination de deux groupes phosphate 
par monomere d 1 ATP-DMP , du fait de 1* oligomerisation) . 

L'ADN ainsi modifie est sounds a une hydro- 
lyse alcaline au sein d'une solution de soude 1 M. 
a l|o°Cj ce grace a quoi on obtient un ADN modifie, 

10 a nouveau rScuperable par filtration a travers un tamis 
moleculaire, ne portant plus a chacune de ses extremi- 
tes terminales qu'un seul ribonucleotide modifie (3)- 

Par action d'une enzyme de restriction, par 
exemple dans les conditions decrites par MAX AM' & 

15 GILBERT 3 on produit deux fragments reperes par A et B 
en (4). On remarquera que I'on peut evidemment modifier 
a volenti l'ordre des operations (2) , (3) et (4) . 

Apr§s isolement et purification par exemple 
des fragments B, ceux-ci sont repartis en plusieurs 

20 lots- respectivement soumis aux differentes reactions - 
de clivage dif ferentiel, teiles que celles et dans les 
• conditions decrites par MAXAM & GILBERT. Les produits 
resultant de ces reactions de clivage selectif sont 
soumis a des operations d 1 electrophorese sur gel 

25 d f acrylamide, dans les conditions decrites par les 

memes auteurs, pour separer les differents fragments 
d'ADN, respectivement marques a leurs extremites par 
ordre de tailles, et en differentes bandes . 

Conformement a 1' invention, on procede en- 

30 suite a la r§v£lation des differents fragments marques 
par exemple in situ dans le gel, par mise en contact 
de ces derniers avec les solutions d'anticorps, dans 
les conditions qui ont ete indiquees plus haut . On 
peut aussi transferer au moins en partie les bandes de 

35 migrations distinctes sur un filtre de cellulose ou 

support analogue, par application de ce filtre sur le 
gel, les differents fragments ou bandes etant alors 
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detectes sur le filtre lui-memej par exemple dans les 
- conditions qui ont deja ete indiquees plus haut. 

On appreciera que cette methode extremement 
. sensible n T implique plus 1 'utilisation anterieurement 
5 necessaire de plaques de gel extremement minces, puis- 
que* la detection peut' maintenant s T effectuer par visua- 
lisation directe des bandes de fractionnement soit dans 
le gel 3 soit sur le filtre. 



10 nucleotides modifies eux-memes lorsqu'ils sont nouveaux. 
Tel est en particulier le cas pour les ribonucleotides 
modifies dans les conditions sus-indiquees 9 lorsqu f ils 
sont derives de I 1 ATP. 



15 d^ailleurs deji de ce qui precede, l f invention ne se 

limite nullement a ceux de ses modes d r application et de 
realisation qui ont ete plus specialement envisages ; elle. 
en embrasse au contraire toutes les variantes. 



L' invention concerne naturellement les ribo- 



Comme il va .de soi et comme il resulte 
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REVENDI CATIONS 

1 - ADN modifie par un oligomere de ribonucleo-* 
tides modifies, de pr€f§rence un ribonucleotide modifie 
unique, fixi a l f une au moins de ses extremites, la modi- 
fication du ribonucleotide lui-m§me consistant en une 

5 molecule chimique fixee de fa?on covalente S ce ribonu- 
cleotide et portant au moins un groupe non engagg dans 
la liaison covalente susdite et couplable directement ou 
indirectement avec une molecule ou un produit ayant une 
affinite specifique pour ce groupe et permettant sa re- 

10 connaissance, ledit groupe gtant en outre tel qu'il n f em- 
peche pas un ribonucleotide qui le porte §L etre fixe §. 
1' extremity ,d T un ADN, en presence d'une ADN-transf erase 
terminale, lorsqu f il est mis en contact avec cet ADN, 
dans _des_ conditions permettant la fixation d f un ou de plu- 

15 sieurs ribonucleotides sur cette extreraite. 

2 - ADN modifie selon la revendication 1, carac- 
teris-e en ce que le susdit groupe de modification est 
susceptible d'etre reconnu specifiquement et directement 
par une autre molecule ou par un produit, lui-meme aise- 

20 ment detectable, • par une mithode de visualisation* 

3 - ADN modifie selon la revendication 2, ca- 
racterise en ce que le susdit groupe de modification 
est constitue par.un antigene ou un haptene susceptible 
d'etre reconnu par un anticorps prealablement forme contre 

25 cet antigene ou contre cet haptene. 

k - ADN modifiS selon la revendication 1, carac- 
tSrise en ce que le susdit .groupe de modification sert 
de relais vis-a-vis d'une autre molecule ou d f un autre 
produit susceptible d'etre visualise S son tour. 

30 5 - ADN modifi§ selon I'une quelconque des re- 

vendications 1 a 4, caracterise en ce que le susdit 
groupe de modification ou, selon le cas, la susdite mole- 
cule relais, est couplable chimiquement avec une molecule 
affine marquee par une enzyme ou immunologiquement avec 

35 un anticorps marque par une enzyme et ayant une affinit§ 
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selective pour ledit groupe de modification ou la 
. susdite molec-ule relais . 

6 - ADN modifie selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 I 5, caracterise par la fixation a l'une- 

5 au moins de ses extremites d'au mo ins un groupe ribo- 
nucleotide modifie, derive de l'ATP modifie par un groupe 
de modification fixe de fagon covalente sur la position 
6, ou de preference 8, de son groupe adenine , par l T *in-- 
termediaire d'un bras.du type -NH- ( CHj ) -X , ou 

10 -CO-(CH 2 ) x -X, dans lequel x yarie de 2 a 20, notaroment 
de 6 a 12, et X est un groupe assurant la liaison 
. entre un groupe M, choisi parmi ceux qui sont suscep- 
tibles-d'une reaction de liaison avec un agent chi- 
mique ou immunologique ayant une affinite selective pour 

15 ce groupe. 

7 - ADN modifie selon la revindication 6, carac- 
t§rise *en ce que les groupes CH 2 du bras susdit peu- 
vent en partie etre remplacgs par des groupes CO ou 

NH, a condition naturellement que ces groupes de rem- 
20 placement ne soient pas adjacents i des groupes iden- 
tiques . 

8 - ADN modifie. selon l f une quelconque des 
revendications 12 7, caracterise en ce que le susdit 
groupe de modification comprend un groupe derive de la 

25 biotine, de l'avidine ou un groupe dinitro-2, 4-phenyle . 

9 - Procede de modification d'un ADN comprenant 
les etapes consistant 5 traiter ledit ADN avec un 

. ribonucleotide, portant un groupe de modification tel 
que defini dans l T une quelconque des revendications 1 

30 & 8, en presence d'au moins celui des ribonucleotides 
normalement susceptible de s'apparier dans un ADN 
avec le ribonucleotide en question, porteur ou non d T un 
tel groupe de modification, et d f une ADN-terminale ' 
transferase, puis le cas €cheant, et lorsque le pro- 

35 duit de fixation £ I'extremite de I'ADN resultant de 
ce- trait ement c.onsiste en un oligomgre de nucleotides 
modifies, a eliminer les ribonucleotides modifies de 
cet eventuel oligomere, I l f exception du ribonucleo- 
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tide directement fixe au deoxyribonuclgotide terminal 
d'extremite de I'ADN en question, de preference par 
l f action d'une base alcaline, notamment de la soude, 
dans des conditions permettant la separation des liai- 
5 sons que forment entre eux les ribonucleotides dans 
ce fragment d'oligoraere.. 

10 - Application de la modification de 1 1 ADN S 
l T une de ses extremites par un ribonucleotide portant 
un groupe de modification tel que defini dans 1'une 

10 quelconque des revendications 1 IL 8, a I'obtention 

d'une carte de restriction de cet ADN par action des 
enzymes de restriction correspondantes, et par recu- 
peration, tri et comparaison des tailles des fragments 
obtenus et portant tous le meme ribonucleotide modi- 

15 fi£ sL l f une.de ses extrSmites. 

11 - Application de la modification de 1 T ADN 
a l f une de ses extremitis par un ribonucleotide por- 
tant un groupe de modification tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications 1 a 8, 5 la rea- 

20 lisation d'une analyse de la sequence de nucleotides 
dont est constitue cet ADN, par un procSdg comprenant 
les etapes* consistant £ traiter cet ADN avec des 
agents chimiques permettant d'opSrer au sein de cet 
ADN des clivages dif f erentiels au niveau de certaines 

25 bases, aL recueillir et S separer des fragments d'ADN 
dans un systeme permettant de les trier par ordre 
de tailles, et 2 les faire reagir avec des reactifs 
permettant la realisation d'un couplage des groupes 
chimiques portes par les ribonucleotides terminaux 

30 de ceux des fragments qui en portent, avec une mole- 
cule ou un produit ayant une affinite selective §. 
I'egard du groupe chimique de modification desdits 
ribonucleotides terminaux, en vue de leur visualisa- 
tion, et & determiner les nucleotides terminaux non 

35 modifies de chacun de ces fragments d'ADN,_ eu egard 
& la nature de l r agent chimique utilise pour le cli- 
vage a son niveau. 
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